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Referat: 
Szintigrafisch heiße Schilddrüsenknoten (HTNs) bei Kindern sind selten. Ihre Malignitätsrate wird als 
höher beschrieben im Vergleich zu der Erwachsenenpopulation. Es wurden in dieser Dissertation 
klinische und molekulare Daten von 33 Kindern (29 benigne und 4 maligne HTNs) untersucht. 
In 17 der 29 benignen HTNs (59%) konnte eine TSHR- Mutation nachgewiesen werden. Die häufigste 
Mutation war die M453T (8 von 29 Proben). T632I- und D633Y- Mutationen konnten jeweils in zwei 
Fällen detektiert werden. Alle anderen gefundenen TSHR- Mutation wurden jeweils nur in einer Probe 
festgestellt, inklusive die neu aufgetretene Mutation A538T. Eine NRAS- Mutation wurde in einem 
HTN mit einer M453T- Mutation gemeinsam nachgewiesen. Ein PAX8/PPARγ- Rearrangement 
konnte in einem malignen Knoten (follikuläre Variante eines papillären Schilddrüsenkarzinoms; 
fvPTC) detektiert werden. Ebenfalls konnte in einem malignen HTN (papilläres 
Schilddrüsenkarzinom; PTC) eine T632I- Mutation nachgewiesen werden. 
Der Prozentsatz an TSHR- mutations-positiven HTNs in Kindern und Heranwachsenden lag in dem 
bei Erwachsenen beschriebenen Bereich. Auffällig war die signifikante Häufung der M453T- 
Mutation in der Kinderpopulation. Die beschriebene erhöhte Malignitätsrate der HTNs bei Kindern 
scheint nicht mit RAS- , BRAF- , RET/PTC- oder PAX8/PPARγ- Mutationen assoziiert zu sein. 
 
  




BSA Bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin) 
bTSH Bovines Thyreotropin (Rinderthyreotropin) 
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 
cDNA complementary DNA (komplementäre Desoxyribonukleinsäure) 
DAG Diacylglyzerol 
DMEM Dulbecco´s modified Eagle´s Medium 
DNA deoxyribonucleic acid (Desoxiribonukleinsäure) 
FA Follikuläres Adenom 
FCS Fetal Calf Serum (Fetales Kälberserum) 
FG Follicular goiter (adenomatöses Struma) 
fT3  Frei im Blut zirkulierendes Trijodthyronin 
fT4  Frei im Blut zirkulierendes Thyroxin 
FTC Follicular Thyroid Carcinoma (Follikuläres Schilddrüsenkarzinom) 
Gqα Gq-Protein alpha Untereinheit 
Gsα Gs-Protein alpha Untereinheit 
HRM High Resolution Melting  (Hoch auflösendes Schmelzverfahren) 
HTN Hot Thyreoid Nodule  (Heißer Schilddrüsenknoten) 
IGF-1 Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 
IgG Immunglobulin Typ gamma 
IP Inositolphosphat 
LRA Lineare Regressionsanalyse 
MAPK Mitogen- Aktivierende- Protein- Kinase 
PBS Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR Polymerase Chain Reaktion (Polymerase-Kettenreaktion) 
PKD  Proteinase K Digestion Buffer (PKD- Puffer) 
PTC Papillary Thyroid Carcinoma (Papilläres Schilddrüsenkarzinom) 
RBC red blood cells (rote Blutzellen, Erythrozyten) 
rhTSH Recombinant human thyrotropin (rekombinantes menschliches Thyreotropin) 
RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
SD Schilddrüse 
TG-Ak  Anti- Thyreoglobulin- Antikörper 
TPO-Ak Anti- Thyreoperoxidase- Antikörper 
TSH Thyreoidea-stimulierendes Hormon (Thyreotropin) 
TSHR Thyrotropin- releasing hormone receptor (Thyreotropinrezeptor) 
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Szintigrafisch heiße Schilddrüsenknoten (HTNs) bei Kindern sind eine selten vorkommende 
Erkrankung. Während der letzten 28 Jahre wurden nur 28 Fallberichte von HTNs in Kindern 
veröffentlicht, wobei nur in sechs Studien über mehrere Fallbeispiele zusammenfassend berichtet 
wurde (3, 4, 16 oder 31 Fälle (1-6)). Insgesamt wurden 84 benigne und 14 maligne HTNs bei Kindern 
publiziert. Ergebnisse von einer gleichzeitigen Mutationsanalyse des Thyreotropinrezeptors (TSHR) 
wurden in 24 benignen und 1 malignen HTN von Kindern beschrieben (Tabelle 9, Tabelle 10). 
Demnach gibt es keine systematische Mutationsanalyse des TSHR in großen Gruppen von Kindern, 
wo hingegen die Prävalenz und die Varianten von somatischen Mutationen des TSHR in HTNs von 
Erwachsenen umfangreich untersucht wurden.  
In Erwachsenen sind HTNs mit einem geringen Malignitätsrisiko assoziiert (7). Malignitätsraten von 
1 - 10% wurden in verschiedenen Studien beschrieben, jedoch wurde dabei nicht verifiziert, ob sich 
das Karzinom tatsächlich in dem HTN befindet. Im Gegensatz dazu konnte bei Kindern eine deutlich 
höhere Rate an Malignität von 9,7 bis zu 50% (Mittelwert: 26,4%; (8)) beobachtet werden. Diese 
Tatsache führte zu einem veränderten diagnostischen Ansatz in der Behandlung von HTNs bei 
Kindern (7). 
Entsprechend der klinischen Erfahrung bei Erwachsenen und transgenen Mausmodellen führt eine 
aktivierende TSHR- Mutation üblicherweise nicht zu Malignität (9). Deshalb wurde nach zusätzlichen 
Mutationen, welche in papillären Schilddrüsenkarzinomen (PTC) oder follikullären Schilddrüsen-
karzinomen (FTC) häufig auftreten, in HTNs geforscht. Diese Studien konnten jedoch nur eine 
zusätzliche PAX8/PPARγ- Mutation detektieren (10). Jedoch ist anzunehmen, dass HTNs bei Kindern 
aufgrund der erhöhten Malignitätsrate auch eine höhere Rate an anderen Mutationen zusätzlich zum 
TSHR aufweisen. 
Aufgrund einer erhöhten Malignitätsrate im Vergleich zu Erwachsenen (11, 12) und einem bisher nur 
geringen Kenntnisstand über Mutationshäufigkeiten und -muster widmet sich diese Studie erstmals der 
genauen Untersuchung einer Kinderpopulation mit diesem Krankheitsbild. Möglicherweise wird damit 
ein erster Ansatz zur Klärung der Pathogenese dieser Erkrankung bei Kindern aufgezeigt.  
Bekannte Gene, welche mit Tumorgenese, Hyperthyreose und heißen Knoten bei Erwachsenen in 
Zusammenhang gebracht werden konnten, dienten als Grundlage für die Probenanalyse in dieser 
Studie. Es wurde dafür ein Panel mit folgenden zu untersuchenden Genen zusammengestellt: 
Thyreotropin- Rezeptor (TSHR), stimulatorisches G- Protein α Untereinheit (Gsα), BRAF, RAS- Gene 
(H-, N-, KRAS) und die Rearrangements PAX8/PPARγ, RET/PTC1 und RET/PTC3.  
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1.1 Epidemiologie, Klinik und Diagnostik 
Schilddrüsenknoten sind mit einer Prävalenz von 3-5 % in der erwachsenen Bevölkerung ein relativ 
häufig anzutreffendes Krankheitsbild (13-15). Mit steigendem Alter erhöht sich auch die Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit von 1% in der zweiten Lebensdekade bis zu 5% in der sechsten Lebensdekade. 
Frauen sind etwa viermal häufiger betroffen als Männer (16, 17). Bestimmte Risikofaktoren wie 
Jodmangel, Rauchen, Bestrahlung des Halses oder Kopfes sowie familiäre Prädisposition begünstigen 
die Entstehung von Schilddrüsenknoten ebenfalls. In den meisten Fällen sind die Knoten jedoch 
gutartig und asymptomatisch. Nur circa 5% der Knoten sind Karzinome (7, 18).  
Bei Kindern, vor der Pubertät, liegt die Inzidenz an Schilddrüsenknoten lediglich bei maximal 1,5% 
(19-21). Dabei machen autonome Adenome nur 3% der Schilddrüsenerkrankungen von Kindern 
aus (22). Häufigstes Krankheitsbild der SD ist in dieser Population der Morbus Basedow (22, 23), 
dicht gefolgt von angeborenen Hyperthyreosen, bedingt durch eine immunologische 
Schilddrüsenerkrankung der Mutter (24). Jeder Knoten in dieser Altersgruppe sollte aufgrund des 
hohen Malignitätsrisikos von bis zu 50% (19-21) mit einem verschärften, eher operativen, 
Therapievorgehen behandelt werden. Für die Diagnostik von autonomen Schilddrüsenknoten spielt die 
Kontrolle von Laborparametern, wie zum Beispiel des thyroidstimulierenden Hormons (TSH) und 
Calzitonins, sowie die Schilddrüsensonografie und -szintigrafie eine wichtige Rolle (7, 25-27). 
Patienten mit autonomen Schilddrüsenknoten fallen laborchemisch mit der Verminderung des TSH bei 
möglicherweise erhöhten Schilddrüsenhormonen (freies Trijodthyronin (fT3) und freies 
Thyroxin (fT4)) auf. Die Abwesenheit von nachweisbaren SD-spezifischen Immunglobulinen schließt 
eine immunologische Ursache der Symptome aus. Meist tritt eine, zumindest sonografisch 
nachweisbare oder palpable Schwellung auf. Sie haben keinen Exophthalmus, weisen aber dennoch 
Symptome der Hyperthyreose, wie z.B. Tachykardie und Wachstumsbeschleunigung, im Kindesalter, 
auf. Malignitätsverdächtig wird der klinische Befund wenn der Knoten sich als fest und in der 
Umgebung verwachsen darstellt. Sollte er zudem noch nicht schluckverschieblich sein und ist eine 
Paralyse der Stimmbänder feststellbar, so liegt der Verdacht für ein Karzinom nahe.  
Der Nachweis der Autonomie des verdächtigen Befundes (erhöhte Schilddrüsenhormone bzw. 
vermindertes TSH und/oder Knoten-Befund) erfolgt mittels Szintigrafie und wird durch die erhöhte 
Aufnahme von radioaktiv markiertem Iod oder radioaktiven Technetium-Isotopen (Natrium-
99mTechnetium-Pertechnetat; Na99mTcO4) erbracht. Das Signal des normalen Schilddrüsengewebes 
wird in autonomen Geweben durch die radioaktive Anreicherung im Tumor zum Teil derart stark 
überlagert, dass man im szintigrafischen Bild nur einen oder auch mehrere Herde von angereichertem 
Material sieht, welche man als ’heißen Knoten’ bezeichnet. Von ’toxischen Knoten’ spricht man, 
wenn eine gleichzeitige symptomatische Hyperthyreose vorliegt. Ein Knoten, welcher größer als 3cm 
im Durchmesser ist, ist deutlich häufiger toxisch im Vergleich zu Knoten unter 2,5cm Durchmesser 
(28, 29). 
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1.1.1 Maligne Knoten 
Schilddrüsen Karzinome sind die häufigsten endokrinen Tumore. Maligne, gut differenzierte 
Schilddrüsentumore, welche >90% der Tumore der SD repräsentieren, können in follikuläre (FTC) 
und papilläre Schilddrüsenkarzinome (PTC) unterteilt werden. Sie entstammen dem thyreozytären 
Follikelepithel und haben unterschiedliche klinische Charakteristika und Prognosen. 
Histologisch ist das Fehlen einer bindegewebigen Kapsel, das Einwachsen der Zellen in die Kapsel 
und die vaskuläre Invasion, sowie der Nachweis von Metastasen und Pleomorphismus als 
Malignitätskriterium von Bedeutung. PTC weisen histologisch eine papilläre Struktur mit klar 
ausgeprägtem fibrovaskulären Ansatz auf. Die Zellkerne sind als sogenannte Milchglaskerne 
ausgebildet oder deutliche Kernpolymorphismen sind sichtbar. Teilweise können auch 
Psammomkörper nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu weisen FTC eine follikuläre 
Gewebestruktur innerhalb eines trabekulären oder festen Zellverband auf. Vereinzelt können sie 
zumindest in Teilen bekapselt sein.  
Die zwei großen Gruppen des follikulären und des papillären Karzinoms der SD repräsentieren dabei 
circa 80% aller Schilddrüsenkarzinome innerhalb der Erwachsenenpopulation. Bei Kindern sind 
maligne Schilddrüsenveränderungen sehr selten und kommen nur mit einer Inzidenz von 0,2 - 5 Fällen 
pro Million pro Jahr vor. Dabei sind Mädchen etwas häufiger betroffen (30). Insgesamt treten bei 
Kindern mehr papilläre Läsionen auf (30).  
 
1.1.2 Benigne Knoten 
In der SHIP- Studie (Study of Health in Pomerania (31)) konnte eine Häufigkeit von 20,2% 
Schilddrüsenknoten an der Gesamtpopulation aufgezeigt werden. Adenome sind die häufigsten 
Schilddrüsenerkrankungen. Histologisch sind es Adenome mit einer Kapsel oder adenomatöse Knoten 
des Schilddrüsengewebes ohne umgebende bindegewebige Kapsel (32-34). Sie sind häufig funktionell 
autonome Schilddrüsenknoten, welche sich als einzelne (follikuläre Adenome (FA)) oder auch 
mehrere (adenomatöse Struma (AG)) szintigrafische HTNs darstellen.  
Die Autonomie wird hierbei durch eine ungehemmte Produktion und Sekretion von 
Schilddrüsenhormonen, unabhängig von der Plasmakonzentration von Thyreotropin (TSH), 
hervorgerufen. Die Sekretion von TSH wird deshalb gehemmt und das verbleibende extranoduläre 
Schilddrüsengewebe wird nicht mehr stimuliert, wodurch es die Hormonproduktion einstellt. Die 
autonomen Follikelzellen können durch eine konstitutive Mutation im TSHR oder in dessen 
Signalkaskade betroffen sein. 
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1.2 Molekulare Pathogenese von Schilddrüsentumoren 
1.2.1 Schilddrüsenspezifische Pathogenese 
1.2.1.1 TSHR  
Der TSH- Rezeptor (TSHR) gehört zu der Gruppe der G- Protein- gekoppelten Rezeptoren. Er hat 
genau wie die anderen Rezeptoren dieser Gruppe eine Struktur aus 7 transmembranen Segmenten, 
3 extra- und 3 intrazelluläre Schleifen, ein extrazelluläres Amino- Ende und ein intrazelluläres 
Carboxy- Ende. Im Genom befindet sich diese Information auf dem Chromosom 14 und wird in 10 
Exons kodiert. Die ersten 9 Exons stellen die große extrazelluläre Domäne des Rezeptors dar und 
durch Exon 10 werden die transmembranen Anteile und das Carboxy- Ende repräsentiert. Der 
Rezeptor koppelt auf zytoplasmatischer Seite an die α- Untereinheit des Gs- Proteins (Gsα) und 
vermittelt somit über die Aktivierung der Adenylatzyklase und der damit verbundenen 
Konzentrationssteigerung von cAMP (cyclisches Andenosinmonophosphat) seine Wirkung. Bei 
höheren Konzentrationen von Thyreotropin wird zusätzlich auch die α- Untereinheit des Gq- Proteins 
(Gqα) am Rezeptor gebunden und aktiviert. Dabei wird Phospholipase C aktiviert, wodurch es zum 
Anstieg von Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) kommt, welche die Iodifizierung 
und die Hormonsynthese regulieren. Über cAMP selbst werden die Hormonabgabe und das 
Zellwachstum gesteuert (35, 36). Somit lässt sich erklären, warum bei Mutationen, die hauptsächlich 
eine Erhöhung des cAMP zur Folge haben und nur zum Teil auch den Gq- Weg beeinflussen, Tumore 
entstehen. Meist äußern sie sich als autonome Adenome, die auf eine somatische Punktmutation im 
TSHR zurückzuführen sind. Es sind jedoch auch familiäre und sporadische Keimbahnmutationen oder 
Deletionen bekannt, welche zu Hyperthyreosen aufgrund einer TSHR- Mutation führen. Durch die 
Mutationen kommt es zu einer Konformationsänderung, welche eine veränderte Rezeptorfunktion zur 
Folge hat (37). Bisher sind 95 verschiedene aktivierende Punktmutationen und 3 Deletionen 
(http://www.tsh-receptor-mutation-database.org) in hyperthyreoten Patienten identifiziert worden, 
wohingegen bei Kindern bisher nur 14 dieser Mutationen nachgewiesen wurden (Tabelle 9). Aufgrund 
von lediglich Einzelfallbeschreibungen oder nur geringer Gruppengröße ohne Populationsanalyse ist 
eine Angabe von Inzidenzraten hierfür nicht möglich. In der Erwachsenenpopulation werden 
unterschiedlich hohe Inzidenzen von TSHR- Mutationen mit 38 - 82% der autonomen Schild-
drüsenknoten angegeben (5, 38-46).  
 
1.2.1.2 Gsα  
Als weitere Ursache für heiße Knoten wurden aktivierende Mutationen der α- Untereinheit des 
Gs- Proteins beschrieben, welche normalerweise die intrazelluläre Übertragung des TSHR- Signals 
bewirken. Sie treten in Erwachsenenpopulationen bei benignen HTNs mit einer Häufigkeit von 
38 - 43% der Fälle auf (5, 38, 39, 41-46). Bei Kindern konnten sie bis jetzt nur in einem Fall 
nachgewiesen werden (47).  
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1.2.2 Allgemeine Tumorgenese 
Bei der Entstehung von malignen SD- Tumoren sind mutmaßlich ebenfalls ubiquitär im Organismus 
genutzte Signalwege von Bedeutung. Der mitogen- aktivierende Protein- Kinase- Weg (MAPK), mit 
BRAF- und den RAS- Proteinen (H- , N- , KRAS) als Komponenten einer komplexen Signalkaskade, 
dient dabei unter anderem der Regulation von Zellwachstum, Zelldifferenzierung und der Apoptose. 
Veränderungen in diesem Signalweg sind als Ursache von Tumoren bereits zuvor beschrieben worden. 
So wurden unter anderem in Kolon- Karzinomen, malignen Melanomen und nicht kleinzelligen 
Bronchialkarzinomen Fälle von BRAF- Mutationen publiziert (48, 49). RAS- Veränderungen traten 
ebenfalls in Kolon- Karzinomen und Harnblasenkarzinomen auf (50). Häufig treten dabei somatische 
Punktmutationen (BRAF-, RAS- Gen) und chromosomale Umlagerungen (im Folgenden: 
Rearrangements; RET/PTC1, RET/PTC3, PAX8/PPARγ) auf. Die häufigsten Rearrangements sind 
vor allem RET/PTC1, RET/PTC3 und PAX8/PPARγ. Während die RET/PTC- Rearrangements 
insbesondere den MAPK- Signalweg beeinflussen wirken PAX8/PPARγ- Veränderungen direkt 
auf die nukleäre Transkription. Beide fördern somit die Tumorgenese in den betroffenen Geweben 
(51). 
 
1.2.2.1 RAS- und BRAF- Punktmutationen 
Die rat- sarcoma (RAS)- GTPasen sind Teil der MAPK- Kaskade. Die Gene kodieren für membran-
assoziierte Guanosin- Nukleotid- Bindungsproteine, welche eine Rolle in der Signaltransduktion der 
Tyrosinkinase- und G- Protein-gekoppelten Rezeptoren spielen und die Zellproliferation und 
Zellapoptose beeinflussen. Somatische Punktmutationen (Häufigkeit: NRAS Codon 61 > HRAS 
Codon 61 > KRAS Codon 12/13) führen in den RAS- GTPasen zu erhöhter GTP- Affinität 
beziehungsweise zur Inhibition der autokatalytischen Funktion. Daraus resultiert eine 
Daueraktivität des MAPK- Signalweges mit resultierender genomischer Instabilität sowie 
maligner thyreozytärer Transformation (8, 52-58). Bisher wurden RAS- Mutationen sowohl in gut- 
(59) als auch in bösartigen Tumoren (60) beschrieben. Dabei treten sie in circa 40-53% der Fälle von 
FTC und in circa 0-21 % der PTC auf und werden als frühzeitiger Schritt der Tumorgenese angesehen 
(60) . Sie können deshalb auch in 20- 40% der follikulären Schilddrüsenadenomen nachgewiesen 
werden (51, 61-63). RAS- Mutationen im Kindesalter sind jedoch eher selten (64).  
 
Das BRAF- Protein ist Teil einer Molekülgruppe, welches von RAS- Proteinen kontrolliert wird und 
die zelluläre Antwort auf Wachstumssignale intrazellulär vermittelt. Die v-raf murine sarcoma viral 
onocgene homolog-B (BRAF)- Kinase beeinflusst über den MAPK- Signalweg Zellzyklus, 
Zellüberleben und Zellapoptose (65, 66). 98% der BRAF- Mutationen sind dabei einer 
Punktmutation im Exon 15 (T1799A) des BRAF- Gens geschuldet, in Folge deren es zum 
Ausstauch eines Valin zu Glutamat auf Codon 600 kommt (BRAFV600E - im Folgenden nur noch 
BRAF genannt). Es resultiert eine kontinuierliche Aktivität der BRAF- Kinase (66-69). Die 
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BRAF- Mutationen sind wahrscheinlich initial an der Tumorentstehung beteiligt (51), fördern 
aber auch dessen weitere Entdifferenzierung und Progression (66). Studien berichten über einen 
schweren Verlauf, eine initiale Diagnose erst im späteren Krankheitsstadium und eine schlechtere 
Prognose. BRAF- Mutationen treten in 29 - 83% aller Fälle von PTC bei Erwachsenen (69) auf und 
konnten bisher als spezifischer Marker für PTC nachgewiesen werden. Auch in PTC von Kindern 
konnten in 63% der Fälle BRAF- Mutationen beschrieben werden (70).  
 
1.2.2.2 PAX8/PPARγ- und RET/PTC- Rearrangements 
Erstmals in FTC detektiert wurde das Rearrangement PAX8/PPARγ (71). Das Paired Box Protein 8 
(PAX8) ist ein nukleärer thyreozytärer Transkriptionsfaktor, der Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma (PPARγ) ein nukleärer Hormonrezeptor und Tumorsuppressor 
(71-73). Es wird angenommen, dass die Varianten des PAX8/PPARγ- Fusionsproteins die normale 
Funktion von PPARγ beeinflussen (72). Eventuell wirkt  das Fusionsprotein als dominant- negativer 
Inhibitor der PPARγ- induzierten Genaktivität.  
Neuere Studien belegen diese Funktion jedoch nicht (74), so dass die genaue Funktionsweise noch zu 
klären ist. Unabhängig davon ist es bisher ausschließlich in follikulären Läsionen mit 
unterschiedlichen Inzidenzen (FTC 25-63% (60); FA 4-33%; fvPTC 37,5% (71, 75-78)) nachweisbar. 
Eine weitere genetische Veränderung mit resultierendem Fusionsprotein sind die Rearrangements 
RET/PTC1 und RET/PTC3. Hier erzeugen somatische Umlagerungen am rearranged during 
transfection (RET)- Gen abberante Fusionsgene, welche für eine permanent aktivierte 
Rezeptortyrosinkinase kodieren. Es resultiert eine Daueraktivierung der MAPK- Kaskade mit 
Entdifferenzierung und Tumorgenese der Schilddrüsenzellen (79, 80). Mittlerweile kennt man mehr 
als 15 Fusionsproteine dieser Art, jedoch sind RET/PTC1 und RET/PTC3 die am häufigsten 
auftretenden Mutationen (81-85). Hierbei wird RET/PTC1 überwiegend in klassischen, 
sklerotisierenden Varianten des PTC nachgewiesen und RET/PTC3 eher in soliden Varianten des 
PTC. Die Häufigkeiten der Mutationen variieren abhängig von der geografischen Herkunft, dem Alter 
der Patienten, der Strahlungsexposition und der Untersuchungsmethode sehr stark zwischen 3-85% in 
der Erwachsenenpopulation (60, 80, 86) und zwischen 3-35% bei malignen Knoten von Kindern (87). 
Beide Mutationen konnten jedoch mit dem Vorhandensein von Metastasen und schnellem 
Krankheitsfortschritt bei Kindern assoziiert werden (88). Es wurde eine Häufung von Tumoren nach 
Strahlenbelastung mit 56-85% der Fälle und RET/PTC- Veränderungen festgestellt (87). Dennoch 
konnten auch RET/PTC- Mutationen in benignen Schilddrüsenknoten nachgewiesen werden, jedoch 
hier nur in weniger als 45% der Fälle (80, 89-93). 
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2 Aufgabenstellung  
 
Die Arbeit soll einen ersten Einblick in die mögliche Pathogenese und Mutationsmuster von heißen 
Schilddrüsenknoten bei Kindern und Heranwachsenden ermöglichen. Dies erfolgt durch den 
retrospektiven Nachweis von somatischen Punktmutationen und Rearrangements in formalinfixierten 
und paraffinierten Gewebeproben von 33 konsekutiv gesammelten Proben einer polnischen 
Kinderpopulation. 
Folgende Fragestellung wurde in diesem Zusammenhang untersucht: 
 Welche TSHR- und Gsα- Mutationen treten in der Kinderpopulation auf und wie ist deren 
Verteilungsmuster? 
 Können somatische BRAFV600E-, HRAS-, NRAS-, KRAS- Mutationen ebenso wie 
PAX8/PPARγ- und RET/PTC1/3- Rearrangements nachgewiesen werden? Lässt sich damit 
eventuell die erhöhte Malignitätsrate in HTNs von Kindern erklären? 
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3 Material und Methoden 
3.1 Patientenkohorte  
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde Histologiematerial von resezierten szintigrafisch heißen 
Schilddrüsenknoten  von 33 Kindern und Jugendlichen analysiert.  
Alle Patienten lebten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in West-Polen und wurden in der Abteilung 
für Pädiatrische Endokrinologie und Rheumatologie der Universität Poznan (Republik Polen) 
diagnostiziert und behandelt. Das Alter der Kinder reichte von 10 bis 18 Jahren, wobei der Median bei 
15,2 Jahren lag. Nur 24 der hier analysierten Patienten sind auch unter den 31 Kindern, welche 
Niedziela et al. (11) bereits analysierten. Diese Gruppe wurde um weitere konsekutive Fälle ergänzt. 
Der Grund für diese Neugruppierung ist, dass nicht von allen Patienten der initialen Studie 
ausreichend histologisches Material für die vorliegenden Untersuchungen zur Verfügung stand.  
Nur ein Patient wurde vor der Einführung der obligatorischen Iodprophylaxe in Polen, welche ab dem 
26. Januar 1997 stattfand, diagnostiziert. Ein weiterer Patient (Nummer 28 Tabelle 2) war aufgrund 
eines Morbus Hodgkin bereits einer Bestrahlung des Halses ausgesetzt. Der Tumor der SD wurde 
jedoch erst bei einer Ultraschalluntersuchung vor dem Beginn des Behandlungsprotokolls für Morbus 
Hodgkin entdeckt und behandelt.  
Bei allen Probanden konnte initial mindestens ein neu entdeckter palpabler Knoten der Schilddrüse 
festgestellt werden (29 Patienten mit solitären Knoten und 4 Patienten mit multiplen Knoten). In 20 
Fällen befand sich der Knoten auf der rechten Seite und in 13 Fällen auf der linken. Bei 15 der 
Patienten zeigten sich klinische Anzeichen für eine Hyperthyreose, welche anschließend 
laborchemisch bestätigt werden konnte.  
Die biochemische Analyse des Blutes ergab insgesamt einen Euthyreodismus (normales TSH, SD- 
Hormone normal), 11mal eine latente Hyperthyreose (TSH vermindert, SD- Hormone normal) und 
14mal eine manifeste Hyperthyreose (TSH vermindert, SD- Hormone erhöht). Die TSH- Bestimmung 
erfolgte mittels des Ultrasensitiv hTSH II MEIA Kits (Abott Laboratories, USA). Die freien 
Schilddrüsenhormone (fT3- freies Triiodthyronin; fT4- freies Thyroxin) wurden in Serie mittels 
entsprechendem kommerziellen Reagenzienkit (Abott Laboratories, USA) ermittelt. Zur weiteren 
Diagnostik wurden bei 29 Patienten die Autoantikörper der SD bestimmt. Anti- Thyreoglobulin-
Antikörper (TG- Ak) und Anti- Thyreoperoxidase- Antikörper (TPO- Ak) wurden entweder in einem 
ELISA- Ansatz (Biocode S.A., Belgien) oder in einem Radioimmunoassay (Brahms, Deutschland) 
bestimmt. Bei 4 der Kinder konnten erhöhte Werte an Autoantikörpern nachgewiesen werden 
(zweimal bei manifestem und einmal bei latenter Hyperthyreose, einmal bei laborchemischem 
Euthyreodismus). Die jeweiligen Referenzwerte der angegebenen Messmethoden sind in Tabelle 1 
zusammengefasst.  
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Tabelle 1 Referenzwerte der klinisch- chemischen Analyten  
 
Zur Evaluierung der klinischen Befunde wurde die Größe der Knoten mittels Ultraschall ermittelt. Es 
ergaben sich Messwerte zwischen 1,4cm bis 5,4cm Durchmesser (Tabelle 2).  
Alle Patienten wurden szintigrafisch untersucht, um die funktionellen Aspekte der Knoten abzuklären. 
Hierbei wurde Natrium-99mTechnetium-Pertechnetat intravenös verabreicht und 20 min nach Gabe 
wurde ein szintigrafisches Bild mit einer Gammakamera (Gamma camera Nucline TH/33, Mediso 
Ltd.) erstellt. Keiner der Patienten wurde zuvor mit schilddrüsenhemmenden Medikamenten 
behandelt. Es wurde bei allen Kindern eine Anreicherung des radioaktiv markierten Materials 
innerhalb der palpablen Schilddrüsenknoten („heiße Knoten“) festgestellt, wobei in 21 Fällen eine 
komplette Suppression des umliegenden Gewebes gesehen wurde. In 12 Fällen war jedoch eine 
teilweise Überstrahlung des restlichen Schilddrüsengewebes erkennbar (inkomplette Suppression).  
Nach Diagnosestellung wurden alle Kinder innerhalb der Jahre 1996 - 2008 mittels Lobektomie des 
betroffenen Schilddrüsenlappens operativ behandelt. Die Patienten, bei denen zuvor erhöhte 
Schilddrüsenhormonwerte festgestellt wurden, erhielten präoperativ  Thiamazol in geringen Dosen, 
um zumindest einen subklinischen Status der Hyperthyreose präoperativ zu erreichen. Das operativ 
gewonnene Gewebe wurde in Formalin fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet, um eine 
histologische Untersuchung zu ermöglichen.  
Die Mikroskopie ergab in 29 Fällen eine benigne Veränderung, in 2 Fällen ein PTC, in einem Fall ein 
FTC und in einem Fall konnte eine follikuläre Variante eines PTC festgestellt werden. Die 
histologische Klassifikation der gutartigen Veränderungen erbrachte folgende Ergebnisse: in 6 Fällen 
wurden hyperplastische Knoten und eine kolloidale Struma nachgewiesen, wohingegen die restlichen 
22 Knoten als follikuläre oder oxyphile, adenomatöse Strumen identifiziert wurden. 4 der 22 Adenome 
wurden als „follikuläre Adenome mit unvorhersehbarer Prognose“ (FAUP) klassifiziert. Alle 
histologischen Ergebnisse wurden durch einen zweiten Pathologen bestätigt.  
Die Befunde werden in Tabelle 2 dargestellt.
Hormonbestimmung Referenzbereich 
  
TSH 0,5 - 5,0 µ IU/ml 
fT3 1,68 - 3,54 pg/ml 
fT4 0,71 - 1,85 ng/dl 
Antikörperbestimmung ELISA Radioimmunoassay 
TG- Ak <100 IU/ml <60 IU/ml 
TPO- Ak <50 IU/ml <60 IU/ml 
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Tabelle 2  Patientenkohorte  





















1 F 14 A L - + N 5,4 komplett FAUP 
2 M 12 N R - + NA 4,4 komplett FA 
3 F 18 N R - + N 3,2 komplett FA 
4 F 13 A R - + N 2,7 komplett FAUP 
5 F 14 A R - N N 4,0 komplett AG 
6 F 16 N L N N + 3,3 inkomplett FA 
7 F 17 A L - + N 2,0 komplett FA-ox 
8 F 14 A R N N N 4,3 inkomplett FA-coll 
9 F 16 A R - + N 4,2 komplett FA 
10 F 17 N R - + NA 3,2 komplett FAUP 
11 F 12 N L - N NA 3,5 komplett FA 
12 F 14 A L - + N 4,0 komplett AG 
13 F 15 A R N N N 1,8 inkomplett AG 
14 F 14 N L N N NA 3,6 inkomplett FA 
15 F 11 A R - + N 4,2 komplett AG 
16 F 14 A L - N N 4,7 komplett FA-coll 
17 M 15 A R - + + 5,0 komplett FA 
18 F 14 A L - + + 5,2 komplett AG 
19 F 17 N R - N N 3,8 inkomplett FA 
20 F 13 N R - N N 2,1 komplett FA 
21 F 10 N R N N N 1,4 inkomplett FAUP 
22 M 16 N R - N + 3,2 komplett FA 
23 F 13 N R - N N 4,5 komplett FA 
24 F 17 N R N N N 3,2 inkomplett FA 
25 F 15 A L - N N 5,1 komplett FA-ox 
26 F 15 N R - N N 2,6 komplett FA 
27 F 15 N R - + N 3,3 komplett AG 
28 F 13 N L N N N 1,6 inkomplett FA 
29 F 15 N L - N N 4,1 inkomplett FA 





Tabelle 2  Patientenkohorte (Fortsetzung) 






















30 M 17 N L - N N 4,2 inkomplett PTC 
31 F 17 N R N N N 5,0 inkomplett fvPTC 
32 F 14 A L - + N 3,7 komplett PTC 
33 F 16 A R - + N 4,2 inkomplett FTC 
 
 
SD - Schilddrüse; F - weiblich; M - männlich; N -  normal / innerhalb des Normbereiche; A – auffällig  /klinische Anzeichen für Hyperthyreose (z.B. Gewichtsabnahme, Unruhe); L - linker 
SD- Lappen; R – rechter SD- Lappen; + - erhöht / oberhalb des Normbereiches; - - vermindert / unterhalb des Normbereiches; NA - nicht analysiert; FA - follikuläres Adenom; FAUP – follikuläres 
Adenom mit unbestimmter Prognose; AG - adenomatöse Struma; FA-ox – oxyphile Variante des follikulären Adenoms; FA-coll – kolloider Typ des follikulären Adenoms; FTC – follikuläres 
Schilddrüsenkarzinom; PTC – papilläres Schilddrüsenkarzinom; fvPTC – follikuläre Variante des papillären Schilddrüsenkarzinoms 
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3.2 Nukleinsäure- Isolation  
Die Extraktion der RNA und DNA erfolgte aus ungefärbten, histologischen Schnitten. Das Gewebe 
war dementsprechend bereits formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Die Vorgehensweise 
entsprach bei der RNA- Isolation der bereits publizierten Methode von Ferraz et al. (94) und bei der 
DNA- Isolation der Methode von Rehfeld et al. (95, 96). 
Die Objektträger wurden für 5min in Xylol inkubiert und anschließend für weitere 5min in 96% 
Ethanol getaucht. Nach der Trocknung der Schnitte bei Raumtemperatur wurden 150µl PKD- Puffer 
(miRNeasy FFPE Kit, Quiagen) aufgetragen. Mit einem Skalpell wurden die Zellen nun vom 
Objektträger gelöst und die gesamten 150µl wurden in ein neues Reagenzröhrchen überführt. Danach 
erfolgte die Zugabe von 10µl Proteinkinase K und nach dem anschließenden Vortexen eine Inkubation 
für 15min bei 55°C. Nach erneutem Durchmischen mittels Vortexer erfolgte eine weitere Inkubation 
bei 80°C für 10min. 320µl RBC- Lyse Puffer (miRNeasy FFPE Kit, Quiagen) wurden hinzugegeben 
und mit der Probe vermischt. Anschließend wurde die Probe auf eine gDNA elimination spin- Säule 
(miRNeasy FFPE Kit; Quiagen) überführt und diese bei 8000g für 30s zentrifugiert. Dann wurden 
1120µl 96% Ethanol zum Eluat zugegeben und vermischt. Das weitere Vorgehen entsprach dem 
miRNeasy FFPE Kit Protokoll. 
Für die DNA- Extraktion aus der gleichen Probe wurde die genutzte gDNA elimination spin- Säule 
auf ein neues Tube überführt und 200µl TE- Puffer hinzugegeben. Nach 5min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die Säule bei 8000g für 1min zentrifugiert. Danach wurden dem Eluat 600µl 
96% Ethanol und 30µl 3M Natriumazetat hinzugegeben und vermischt. Nachfolgend wurde das 
Gemisch für 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Einer 10minütigen Zentrifugation (8000g) bei 
Raumtemperatur schloss sich ein Waschschritt des DNA- Pellets mit 70% Ethanol an. Abschließend 
wurde die gewonnene DNA der Proben in 50µl TE- Puffer gelöst. 
3.3 cDNA- Synthese 
Zur Generierung von cDNA wurde das miScript Reverse Transcription Kit (Quiagen, Deutschland) 
entsprechend der Herstellervorgaben eingesetzt. 
Dabei wurden 7,5µl der Proben- RNA zu einem vorher hergestellten Master Mix, bestehend aus 2µl 
5fach miScript RT- Puffer und 0,5µl miScript Reverse Transkriptase gegeben und anschließend für 1h 
bei 37°C inkubiert. Danach wurde die miScript Reverse Transkriptase durch Erhitzen auf 95°C für 
5min deaktiviert.  
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3.4 Nachweis von Rearrangements mittels quantitativer Polymerase-
Kettenreatktion (qPCR)  
Zum Nachweis von Rearrangements der Gene PAX8/PPARγ, RET/PTC1 und RET/PTC3 benutzte 
man in dieser Studie multiplex- qPCRs mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Quiagen, 
Deutschland). Zur Kontrolle der cDNA- Synthese wurde jeweils ein intron- spanning Primerpaar zur 
Generierung eines 125 Basenpaare langen Fragmentes im Bereich des PAX8- mRNA- Fragmentes 
(Exon 5-6) eingesetzt. Der gleichzeitige Nachweis der Mutation erfolgte über ein parallel 
hinzugegebenes Rearrangement- spezifisches Primerpaar (Tabelle 3). 
Initial erfolgte eine Denaturierung der cDNA durch eine 15minütige Erhitzung auf 95°C. Die jeweils 
55 Zyklen umfassende PCR wurde anschließend nach folgendem zweiphasigem Protokoll 
durchgeführt: 5min Denaturierung bei 95°C, anschließend 60s Annealing / Elongation bei 58°C. Um 
eine Unterscheidung zwischen dem Kontrollfragment und dem zu untersuchenden Fragment treffen zu 
können wurde nach Abschluss der PCR eine fluoreszenzbasierte Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. 
Die Diskriminierung erfolgte aufgrund der spezifischen Schmelzpunkte der jeweiligen PCR- Produkte 
(Tabelle 3). Als positive Kontrollen dienten bereits getestete und als Mutationsträger bekannte Proben. 
Diese wurden mittels Big Dye-Terminator Chemie (Applied Biosystems, Deutschland), entsprechend 
der Herstellerangaben, behandelt und anschließend mittels eines automatischen Sequenzierers ABI 
3100 (Applied Biosytems, Deutschland) sequenziert. 
3.5 Nachweis von Punktmutationen mittels High- Resolution- Melting (HRM)  
BRAF- (Codon 600/601; BRAFV600E ), KRAS- (Codon12/13), NRAS- (Codon 61) und TSH- 
Rezeptor- Mutationen (Exon 9 und 10) wurden mittels Real- Time- PCR und High- Resolution- 
Melting nachgewiesen. Dafür wurden jeweils Primer generiert (Tabelle 4), welche die mutmaßlichen 
Mutationen abdecken. Diese Primer kamen zusammen mit dem LightCycler 480 High Resolution 
Melting Master Mix (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) zur Anwendung. Die Analysen 
erfolgten auf einem LightCycler 480 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) mit 
herstellerspezifischen Software-Tools.  
Für BRAF- , KRAS- und NRAS- Mutationsnachweise erfolgte eine initiale Denaturierung bei 95°C 
für 10min, gefolgt von 55 Zyklen einer dreiphasigen PCR mit 3s bei 95°C zur Denaturierung, 
anschließenden 12s bei 58°C (NRAS, KRAS), bzw. 60°C (BRAF) zum Annealing und einer 
abschließenden Elongation für 10s bei 72°C. Um TSHR- Mutationen nachzuweisen wurde gleichfalls 
eine initiale Denaturierung bei 95°C für 10min durchgeführt. Eine 55 Zyklen umfassende dreiphasige 
PCR schloss sich an. Folgende Phasen wurden dabei gewählt: 3s Denaturierung bei 95°C, 10s zum 
Annealing bei 56°C und eine 10s dauernde Elongation.  
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Bei beiden Vorgehensweisen schloss sich jeweils eine hoch auflösende Schmelzkurvenanalyse (HRM) 
an. Dabei wurde eine schrittweise Erwärmung um 0,02°C pro Sekunde mit 25 Messungen pro Grad 




Tabelle 3 Primer zum Nachweis von PAX8/PPARγ- und RET/PTC- Rearrangements   
  mittels Multiplex qPCRs. 
Primer Bezeichnung Primer Sequenz 
Primer  
( µM ) 
Ampliconlänge  
( BP ) 
Schmelztemperatur des 
Amplicons ( °C ) 
     
Kontrolfragment (PAX8)     
     




PAX8-E6-R GGAGTAGGTGGAGCCCAGG 0.25 
**
 
     
PAX8 (Exon8) / PPARγ    
     
PAX8-E8-F TCGACTCACCAGACCTACCC 0.5  
120  81.4  
PPARγ-E1-R GGAGTGGTCTTCCATTACGG 0.5  
     
PAX8 (Exon9) / PPARγ  
     
PAX8-E9-F CAGGCCCTCCTCTCAGAAAT 0.5  
105  80.4  
PPARγ-E1-R GGAGTGGTCTTCCATTACGG 0.5  
     
PAX8 (Exon10) / PPARγ  
     
PAX8-E10-F CTATGCCTCCTCTGCCATC 0.5  
124  81.8  
PPARγ-E1-R GGAGTGGTCTTCCATTACGG 0.5  
     
RET/PTC1  
     
RET/PTC1-F TGCAGCAAGAGAACAAGGTG 0.5  
144  83.1  
RET/PTC1-R CCAAGTTCTTCCGAGGGAAT 0.5 
     
RET/PTC3  
     
RET/PTC3-F CAGGACTGGCTTACCCAAAA 0.5  
114  78.8  
RET/PTC3-R TCCAAATTCGCCTTCTCCTA 0.5  
     
 
* - zum Nachweis von RET/PTC1+3, PAX8-E10 / PPARγ; ** - zum Nachweis von PAX8-E8 / PPARγ, PAX8-E9 / PPARγ 
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Tabelle 4  Primer zum Nachweis von BRAF- / KRAS- / NRAS- und TSHR- Mutationen   
 mittels High Resolution Melting-qPCR 
Primer Bezeichnung Primer Sequenz 
Primer Konzentration 
( µM ) 
Ampliconlänge 
( BP ) 
    
BRAF    
    
BRAF-F GGTGATTTTGGTCTAGCTACAG 
0.5  126  
BRAF-R GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA 
    
KRAS    
    
KRAS-F GGCCTGCTGAAAATGACTGA 
0.5  79  
KRAS-R GCTGTATCGTCAAGGCACTCT 
    
NRAS    
    
NRAS-F TGGTGAAACCTGTTTGTTGG 
0.5  87  
NRAS-R TCGCCTGTCCTCATGTATTG 
    
TSHR exon 9    
    
TSHR-IX-F TCATCTCCCAATTAACCTCAGG 
0.5  261  
TSHR-IX.1-R AGCAGTGGCTTGGGTAAGAA 
    
TSHR-IX.2-F CCTTGAGTTTCCTTCACCTCA 
0.5  203  
TSHR-IX-R GCTTCCAATTTCCTCTCCAC 
    
TSHR exon 10    
    
TSHR-X-1-F TGGCACTGACTCTTTTCTGT 
0.5  249  
TSHR-X-1.1-R        CCAAAACCAATGATCTCATCC 
    
TSHR-X-1.2-F         GGGTACAAGGAAAAGTCCAAG 
0.5  250  
TSHR-X-1-R        TTCTCAGGAACTTGTAGCC 
    
TSHR-X-2-F AAGTCCGATGAGTTCAACC 
0.5  212  
TSHR-X-2.1-R GCGATGAGGAGCAGGTACA 
    
TSHR-X-2.1-F TCTCCTCACCAGCCACTACA 
0.5  230  
TSHR-X-2-R TGACCGTCAGCGTATACACCG 
    
TSHR-X-3A-F2 AACACGGCTGGTTTCTTCAC 
0.5  198  
TSHR-X-3A-R2 TATTCCCACCAAAGGAAGCA 
    
TSHR-X-3B-F CACGCATGTGCCATCATGGT 
0.5  200  
TSHR-X-3B-R TTCACATAACAGCAGCAGACG 
    
TSHR-X-4-F TGACGCTCAACATAGTTGCC 
0.5  273  
TSHR-X-4-R AGAGGAATGGATTGGCACAG 
    
TSHR-X-4.1-F AGTCCGAAATCCGCAGTACA 
0.5  129  
TSHR-X-4.1-R TTCAGAATTGCTGACAGAGCA 
    
TSHR-X-4.2-F ATATGCATGGCCCCAATCT 
0.5  151  
TSHR-X-4.2-R AGGCCTTGGTGAAAATAGCA 
    
TSHR-X-5-F GTCAGCAATTCTGAACAAGCC 
0.5  215  
TSHR-X-5.1-R TGCTGTTCTTTGGAGGAACC 
    
TSHR-X-5.2-F CTCAGCAAGTTTGGCATCTG 
0.5  253  
TSHR-X-5-R GTTCCCCTACCATTGTGAGTAG 
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3.6 Nachweis von Punktmutationen mittels Pyrosequenzing  
Zur Bestätigung der Ergebnisse der Mutationsdetektion mittels PCR und anschließender HRM von 
BRAF- , KRAS- und NRAS- Mutationen wurde zusätzlich eine Pyrosequenzierung durchgeführt. 
Dazu wurde der Therascreen BRAF Pyro Kit, der Therascreen NRAS Pyro Kit und der PyroMark 
KRAS Kit (Quiagen, Deutschland) genutzt und nach den angegebenen Instruktionen vorgegangen. Die 
Verifizierung der HRAS- Mutationen erfolgte ebenfalls mittels Pyrosequenzierung, jedoch kamen 
hierbei selbst designte Primer (Tabelle 5) unter Verwendung folgenden Protokolls zum Einsatz (95): 
5µl der genomischen DNA wurden jeweils in einer PCR mit Template spezifischen, biotinylierten 
Primern verwendet. Anschließend wurde das PCR- Produkt mittels Streptavidin Sepharose Beads (GE 
Healthcare, Deutschland) immobilisiert und Einzelstrang- DNA vorbereitet, um nachfolgend das 
Annealing des Sequenzierprimers zu ermöglichen. Dann wurde die geprimte DNA wieder von der 
Streptavidin- Oberfläche gelöst und mittels Pyro Mark Q24 (Quiagen, Deutschland) pyrosequenziert.  
Auch TSHR- Punktmutationen der Positionen c.281, c.453, c.538 und der Polymorphismus an 
Position c.727 konnten mittels Pyrosequenzierung verifiziert werden. GNAS- Punktmutationen 
wurden an Position c.210 und c.227 ebenfalls mit selbst designten Primern untersucht. Die 
vorgeschaltete PCR setzte sich hierbei aus einer 15minütigen Denaturierung bei 95°C und 
42 nachfolgenden Zyklen zusammen: 20s Denaturierung bei 95°C, 30s Primer- Annealing bei 60°C 
und 30s Elongation bei 72°C. Die anschließende Pyrosequenzierung erfolgte nach der obigen 
Beschreibung.  
 




Tabelle 5 Primer zum Nachweis von TSHR- / Gsα- / HRAS- Punktmutationen  
mittels Pyrosequencing  
Primer Bezeichnung Primer-Sequenz 
Primer Konzentration 
( µM ) 
Ampliconlänge 
( BP ) 
    
TSHR    
    
TSHR-IX-PS-F2 GGGACGTGTCTCAAACCAGT 
0.5  
205  TSHR-IX-PS-BR Bio-GTCCCTGCCACTTACCCTCT 
TSHR-281-Pyro GGCTGACCTTTCTTACC  
    
TSHR-X-2-F AAGTCCGATGAGTTCAACC 
0.5  212  
TSHR-X-2.1-BR Bio-GCGATGAGGAGCAGGTACA 
TSHR-M453T-Pyro ACGTCCCCCGCTTTC   
    
TSHR-X-3A-F2 AACACGGCTGGTTTCTTCAC 
0.5  198  
TSHR-X-3A-BR2 Bio-TATTCCCACCAAAGGAAGCA 
TSHR-A538T-Pyro AAGATCCGCCTCAGG   
    
TSHR-X-5.2-F CTCAGCAAGTTTGGCATCTG 
0.5  192  
TSHR-X-5.2-R TGAGATTTGGCCTTGCTTCT 
TSHR-D727E-Pyro CAAAAGGTTACCCACG   
    
GNAS    
    
GNAS-201-F GTTTCGGTTGGCTTTGGTGAG 
0.5  105  
GNAS-201-BR Bio-CCACCTGGAACTTGGTCTCAA 
GNAS-R201X-Pyro AGGACCTGCTTCGCT   
    
GNAS-227-BF Bio-CCCAGTCCCTCTGGAATAACC 
0.5  113  
GNAS-227-R ACAGCATCCTACCGTTGAAGC 
GNAS-Q227X-Pyro2 TTGCGGCGTTCATCG   
    
HRAS    
    
HRAS-F TAGAGGATTCCTACCGGAAGCA 
0.3  96  
HRAS-R GCATGGCGCTGTACTCCT 
HRAS-Seq TCCTGGATACCGCCG   
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3.7 Funktionelle Charakterisierung der TSHR- Mutation A538T 
3.7.1 Zielgerichtete Mutation  
Die Generierung von TSHR- Mutanten erfolgte nach einer bereits von Müller et al. (96) publizierten 
Methode. Anbei eine kurze Zusammenfassung:  
Die TSHR- Mutanten wurden wie von Jäschke et al. (97) beschrieben, mittels PCR- Mutagenese 
erstellt, indem man den TSHR- pcDNA3.1 (-) / hygro- Vektor als Vorlage nutzt. Die Bestätigung 
mutierter TSHR- Sequenzen erfolgte durch Dideoxy- Sequenzierung mit Big Dye- Terminator Chemie 
(Applied Biosystems, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben auf einem automatischen 
ABI 3100 Sequenzierer (Applied Biosytems, Deutschland). 
 
3.7.2 Zellkultur und Expression der TSHR- Mutation  
Die Kultivierung der COS-7- Zellen erfolgte in stark glucosehaltigem Dulbecco´s modified Eagle´s 
Medium (DMEM, PAA Laboratories, Österreich) mit zusätzlich 10% FCS, 105U/l Penicillin und 
100mg/l Streptomycin (Gibco Life Technologies, UK) bei 37°C unter 5% CO2- Atmosphäre.  
HEKGT 293- Zellen (Invitrogen Group, UK) wurden gleichfalls in stark glucosehaltigem Dulbecco‘s 
modified Eagle‘s Medium (DMEM), dem 10% FCS, 1% nichtessentielle Aminosäuren (PAA 
Laboratories, Österreich), 105U/l Penicillin, 100mg/l Streptomycin und 1% Geneticin (Gibco Life 
Technologies, UK) zugesetzt waren, bei identischen Bedingungen kultiviert.  
Die Zellen wurden in 12- Well- Platten (mit einer Einsaatdichte von 1x 105 Zellen pro Well für COS-7 
und 1,4x 105 Zellen pro Well für HEKGT293) oder 24- Well- Platten (mit einer Einsaatdichte von 0,5x 
105 Zellen pro Well für COS-7 und 0,7x 105 Zellen pro Well für HEKGT293) mit entweder 1µg 
beziehungsweise 0.5µg DNA je Well mittels GeneJammer® Transfection Reagent (Stratagene, 
Niederlande) transfiziert. 
 
3.7.3 FACS- Analyse  
Die Ermittlung der Zellexpression des TSHR erfolgte mittels FACS- Flow- Zytometer semiquantitativ. 
Anschließend wurden die transfizierten und suspendierten Zellen mit PBS, welchem BSA (1%) 
zugesetzt war, gewaschen und danach bei 4°C für 30min zusammen mit einer 1:400 Verdünnung eines 
Maus- anti-human- TSHR- Antikörpers (2C11, 10mg/l, Serotec Ltd., UK) inkubiert. Daran schlossen 
sich zwei weitere Waschschritte und abschließend eine Inkubation mit einem 1:400 verdünnten Alexa 
Fluor 488 konjugiertem Ziegen-anti-mouse-IgG (Invitrogen, USA) bei 4°C für 30min an. Direkt vor 
der FACS- Analyse wurden die Zellen wiederum zweimal gewaschen und danach mit 
Paraformaldehyd (1%) fixiert. Als Parameter für die Rezeptorexpression wurde die durchschnittliche 
Fluoreszenzintensität gewählt. Der Wildtyp- TSHR- Wert wurde als 100%- Wert gesetzt und die 
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Mutanten dazu ins Verhältnis gebracht. Die Effektivität der Transfektion konnte durch die Anzahl an 
fluoreszenz- positiven Zellen dargestellt werden und betrug bei jeder der Mutanten 50-60% der 
lebenden Zellen.  
 
3.7.4 cAMP- Akkumulationsassay 
Die Bestimmung der intrazellulären cAMP- Spiegel erfolgte nach der von Müller et al. (96) 
publizierten Methode.  
Die transfizierten Zellen wurden in 24- Well- Platten kultiviert und 48h nach der Transfektion begann 
im Beisein bzw. in Abwesenheit von 100mU/ml bTSH (Sigma, Deutschland) im serumfreien Medium 
mit 1mM IBMX (Sigma, Deutschland) die 1h dauernde Inkubation. Die Beendigung der Zellreaktion 
erfolgte durch die anschließende Mediumentfernung. Ein Waschschritt mit eiskaltem PBS schloss sich 
an und danach erfolgte die Zelllyse mittels 0,1N Salzsäure. Die Überstände wurden gesammelt und 
getrocknet. Die Bestimmung des cAMP- Gehalts geschah mittels eines AlphaScreen Assays 
(PerkinElmer, USA) entsprechend der Herstellerangaben. 
 
3.7.5 IP- Akkumulationsassay 
Die Bestimmung der intrazellulären Inositolphosphat- Level wurde analog der von Jäschke et al. (98) 
bereits publizierten Vorgehensweise durchgeführt. 
Die transfizierten COS-7- Zellen wurden mit 2µCi [myo-3H]-Inositol (Amersham Biosciences, 
Deutschland) für 6h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit serumfreiem DMEM mit 10mM 
Lithiumchlorid und 100mU TSH/ml stimuliert. Die Auswertung der basalen und TSH- induzierten 
Anstiege des intrazellulären Inositolphatphat- Levels erfolgte durch Anionen- Austausch- 
Chromatographie wie von Berridge et al. beschrieben (99).  
 
3.7.6 Lineare Regressionsanalyse (LRA)  
Die konstitutive Aktivität des Rezeptors kann als Ausdruck der basalen cAMP- Bildung in 
Abhängigkeit zur Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche im FACS angesehen werden. COS-7- 
und HEKGT293- Zellen wurden in 24- Well- Platten mit steigenden Konzentrationen von Wildtyp- 
oder mutierter TSHR- Plasmid- DNA (50, 100, 200, 300, 400 und 500ng pro Well) transfiziert.  
Um eine konstante Menge an DNA von jeweils 500ng in die Zellen einzuschleusen wurde ein leeres 
Vektor-Plasmid mit entsprechender Menge zusätzlich zu der Wildtyp- oder mutierten DNA 
hinzugegeben. Die Transfektionseffizienz betrug bei den lebenden Zellen circa 50-60%. Damit man 
die basale cAMP- Bildung als Ableitung der Rezeptorexpression darstellen kann wurde das lineare 
Regressionsmodul von GraphPad Prism 4.0 für Windows benutzt.  
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3.8 Statistische Auswertung  
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student´s t- Test in GraphPad Prism 4.0 für Windows. 
Hierbei gilt: p < 0,001 extrem signifikant, p < 0,01 hoch signifikant, p < 0,05 signifikant. 
 
3.9 Datenbankrecherche 
Zur Erhebung von Falldaten wurden 3 Datenbanken herangezogen.  
Bei der ersten Datenbank handelt es sich um den „Catalogue of Somatic Mutation in Cancer“ 
(COSMIC- Datenbank des Sanger Institute (http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/ 
projects/cosmic/). Sie umfasst die Sammlung aller bekannten, in menschlichen Tumoren 
vorkommenden, genetischen Veränderungen. Hierbei wurde unter dem Stichwort „TSHR“ nach allen 
gelisteten Referenzen gesucht, welche in Schilddrüsengewebe gefunden werden konnten. Diese Suche 
erbrachte 290 Treffer.  
Als Referenz mit besonderem Fokus auf Mutationen des TSHR wurde die Datenbank des 
Universitätsklinikums Leipzig (http://www.tsh-receptor-mutation-database.org) nach TSHR- 
Mutationen von hyperthyreoten Patienten durchsucht (379 Fälle).  
Zur Vervollständigung der jeweils gefundenen Daten und um möglichst aktuelle Ergebnisse mit 
einzubeziehen erfolgte die Recherche in der PubMed- Datenbank mit folgenden Suchbegriffen (in 
verschiedenen Kombinationen): Hyperthyreoidism, Thyroid Cancer, Thyroid Nodule, Children, 
Adolescent, Hot Nodule, TSHR.  
Die letztmalige Datenbankanalyse für die vorliegende Auswertung erfolgte Ende Juli 2014.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Mutationsanalyse  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 33 szintigrafisch heiße Knoten von Kindern und Jugendlichen auf 
TSHR- , GNAS- , HRAS- , KRAS- , NRAS- und BRAF- Mutationen untersucht. Darüber hinaus 
wurden die Knoten auf PAX8/PPARγ- , RET/PTC1- und RET/PTC3- Rearrangements analysiert. Alle 
Ergebnisse der Mutationsanalyse sind in Tabelle 6 und Tabelle 7 zusammengefasst.  
In 20 der 33 analysierten heißen Knoten konnten TSHR- Mutationen (sowohl stille als auch rezeptor-
aktivierende Mutationen) nachgewiesen werden, womit sich eine Prävalenz von 61% ergab. Alle 
gefundenen Mutationen waren heterozygot.  
Bei der in den benignen Knoten am häufigsten auftretenden TSHR- Mutation handelt es sich um die 
M453T- Punktmutation, welche durch einen Basenaustausch eines Thymins zu Cytosin charakterisiert 
wird und in 8 von 18 mutationspositiven benignen Knoten (44%) nachgewiesen werden konnte. Die 
Mutationen D633Y und T632I konnten jeweils zweimal in autonomen Adenomen gefunden werden. 
Fünf weitere Punktmutationen (S281N, A538T, I568T, D633H, V656F) traten singulär auf. Sieben der 
genannten Mutationen wurden bereits früher in Fallstudien bei hyperthyreoten Patienten beschrieben. 
Die A538T- Mutation, die durch einen Guanin zu Adenosin Austausch gekennzeichnet ist, wurde 
bisher noch nicht beschrieben und konnte erstmalig detektiert werden. Weiterhin konnten drei stille 
Mutationen (A455A, L645L; Y706Y) erfasst werden, wobei eine davon zusammen mit einer M453T- 
Mutation auftrat (Patient Nr. 1).  
In den untersuchten 4 malignen heißen Knoten wurde in einem Fall eine T632I- Mutation 
nachgewiesen.  
Alle Fälle, in denen keine TSHR- Mutation nachweisbar war, wurden anschließend auf die bekannten 
konstitutiv aktivierenden Gsα- Mutationen in den Positionen c.201 und in Position c.227 untersucht. 
Es konnte jedoch weder in Position c.201 noch in Position c.227 eine Mutation gefunden werden.  
Die Untersuchung des TSHR- Polymorphismus mit dem Aminosäureaustausch D727E ergab in 10 
benignen Knoten ein positives Ergebnis. Zweimal konnte die Mutation homozygot und in den anderen 
8 Fällen heterozygot nachgewiesen werden, wobei in 5 Fällen zusätzlich eine somatische TSHR- 
Mutation auftrat.  
Die weitere Mutationsanalyse ergab eine NRAS- Mutation in einem benignen Knoten, die zusammen 
mit einer M453T- Mutation im TSHR auftrat. Andere Punktmutationen wurden weder im BRAF- Gen 
noch in anderen RAS-Genen (HRAS und KRAS) gefunden.  
Im Rahmen der Untersuchung der 33 heißen Knoten auf PAX8/PPARγ- , RET/PTC1- und RET/PTC3- 
Rearrangements konnte ein PAX8/PPARγ- Rearrangement in einem heißen PTC aufgezeigt werden. 
RET/PTC1- oder RET/PTC3- Rearrangements wurden jedoch nicht detektiert.   
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1 FAUP M453T / L645L WT WT 
2 FA M453T D727E WT 
3 FA M453T D727E WT 
4 FAUP M453T WT NRAS 
5 AG M453T WT WT 
6 FA M453T WT WT 
7 FA-ox M453T WT WT 
8 FA-coll M453T WT WT 
9 FA T632I WT WT 
10 FAUP T632I WT WT 
11 FA D633Y D727E WT 
12 AG D633Y WT WT 
13 AG S281N D727E WT 
14 FA A459A WT WT 
15 AG A538T WT WT 
16 FA-coll I568T WT WT 
17 FA D633H WT WT 
18 AG V656F WT WT 
19 FA Y706Y D727E WT 
20 FA WT D727E WT 
21 FAUP WT D727E WT 
22 FA WT D727E WT 
23 FA WT D727E WT 
24 FA WT D727E WT 
25 FA-ox WT WT WT 
26 FA WT WT WT 
27 AG WT WT WT 
28 FA WT WT WT 
29 FA WT WT WT 
 
 








     
30 PTC T632I WT WT 
31 fvPTC WT WT PAX8/PPARγ 
32 PTC WT WT WT 
33 FTC WT WT WT 
 
WT – Wildtypform des Genoms; FA – follikuläres Adenom; FAUP – follikuläres Adenom mit unbestimmter Prognose; AG- 
adenomatöse Struma; FA-ox – oxyphile Variante des follikulären Adenoms; FA-coll – kolloider Typ des follikulären 
Adenoms; FTC – follikuläres Schilddrüsenkarzinom; PTC – papilläres Schilddrüsenkarzinom; fvPTC – follikuläre Variante 
des papillären Schilddrüsenkarzinoms   
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4.2 Funktionelle Charakterisierung der neu identifizierten 
TSHR-Mutation A538T  
Die funktionelle Charakterisierung dieser Mutation erfolgte in transient transfizierten Zellsystemen 
von HEKGT- und COS-7- Zellen. Dabei wurden sowohl die Aktivierung des Gs- als auch des Gq- 
gekoppelten Signaltransduktionsweges des TSHR analysiert. Als Negativkontrollen wurden leere 
Vektoren in transfizierten Zellen eingebracht und diese anschließend ebenfalls zu Vergleichszwecken 
analysiert. Alle Ergebnisse wurden in voneinander unabhängigen Experimenten ermittelt und doppelt 
bestätigt.  
Es konnte in HEKGT- Zellen keine signifikante Verminderung oder Erhöhung der extrazellulären 
Rezeptorexpression gegenüber dem Wildtyp- TSHR (A538T- TSHR: 100±8%) festgestellt werden. In 
COS-7- Zellen konnte eine geringere, aber dennoch signifikant verminderte, Expression des mutierten 
Rezeptors (A538T-TSHR: 85±4%) nachgewiesen werden (Tabelle 8). Eine basale cAMP- Erhöhung, 
wie bei heißen Knoten anzunehmen, konnte jedoch in beiden Zellmodellen nicht detektiert werden. 
Das Gegenteil, ein erniedrigtes basales cAMP- Level der A538T- Mutante im Vergleich zur 
wildtypischen Variante des Rezeptors, war der Fall (Tabelle 8). Zum Ausschluss eines 
expressionsabhängigen Phänomens des Rezeptors an der Zelloberfläche und damit einer 
Fehlinterpretation wurde eine lineare Regressionsanalyse durchgeführt. Diese ergab jedoch ebenfalls 
keine signifikante Erhöhung der basalen cAMP- Konzentration im Vergleich zum Wildtyp- System 
(Abbildung 1). Somit konnte in vitro keine funktionelle Beeinträchtigung des Gs- Signalweges durch 
die TSHR- Mutation A538T erfasst werden.  
Auch im IP- Akkumulationsassay konnten keine Unterschiede gegenüber dem Wildtyp- TSHR 
festgestellt werden (Tabelle 8). Es kann somit davon ausgegangen werden, dass in vitro keine 
Veränderung des Gq- abhängigen Signalweges vorliegt. Auffällig war jedoch die signifikant reduzierte 
Antwort im Gq- Signalweg des veränderten Proteins auf die Stimulation mit rekombinanten humanen 
TSH. Hierbei konnten nur 50% des normalerweise auftretenden TSH- Signals nachgewiesen werden 
(Tabelle 8).  
  




















pcDNA 3 ± 1 1,8 ± 0,3 2,2 ± 0,4 - 2,6 ± 0,4 2,7 ± 0,1 
wt-TSHR 100 7,5 ± 0,6 68,0 ± 2,4 1 2,4 ± 0,1 20,6 ± 2,2 
A538T-
TSHR 

















pcDNA 2 ± 1 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1 - 1,6 ± 0,2 1,7 ± 0,2 
wt-TSHR 100 7,5 ± 0,8 149,3 ± 4,5 1 1,3 ± 0,2 20,9 ± 2,0 
A538T-
TSHR 
100 ± 8 1,4 ± 0,4 139,1 ± 10,3 0,6 ± 0,1 1,5 ± 0,2 9,6± 0,4 
 
COS-7-  und HEKGT - Zellen wurden mit wildtypischen TSHR- oder mutierten TSHR-Genen transfiziert.. Der Vektor 
pcDNA3.1(-)/ Hygromycin wurde als Negativkontrolle eingesetzt. TSH- vermittelte Level von cAMP und IP wurden nach der 
Behandlung mit 100mU/ml rekombinantem TSH bestimmt. Die Expression von wildtypischem oder mutiertem TSHR wurde 
mittels FACS- Zytometrie quantifiziert. Die Daten sind als Durchschnittswert ± Standardabweichung von mindestens drei 
unabhängigen Experimenten dargestellt, wobei bei jedem einzeln eine Doppelbestimmung erfolgte. 
 
Abbildung 1 LRA- Analyse 
 
Die konstitutive Aktivität der LRA- Analyse wurde bestimmt für den Gs- und nicht für den Gq- Signalweg. Geschuldet ist dies 
der Tatsache, dass der wildtypische TSHR kein erhöhtes basales Level für den Gq- Signalweg aufzeigt. Die Abbildung zeigt 




Fluoreszenzintensität     Fluoreszenzintensität 
- 31 - 
 
4.3 Vergleich mit Literaturdaten  
Die 17 Fälle von Kindern mit szintigrafisch heißen benignen Knoten und einer TSHR- Mutation aus 
dieser Studie wurden mit anderen bereits publizierten Fällen aus hyperthyreoten Patienten, basierend 
auf den Daten der TSHR- Datenbank  des Uniklinikums Leipzig (http://www.tsh-receptor-mutation-
database.org), verglichen. In ihr fanden sich noch weitere 24 Fälle von Kindern und Jugendlichen 
(jünger als 25 Jahre) mit spontanen somatischen Mutationen des TSH- Rezeptors (Tabelle 9). Ergänzt 
man die Fälle um die gelisteten 17 sporadischen Keimbahnmutationen aus der TSHR- Datenbank 
erhält man ein Kontingent von 58 heißen Knoten von Patienten unter 25 Jahren mit mindestens einer 
TSHR- Mutation. Aus der gleichen Datenbank konnten 326 erwachsene Patienten (älter als 25 Jahre) 
mit beschriebener sporadischer TSHR- Mutation und Hyperthyreose als Vergleichskohorte gefunden 
werden.  
Im direkten Vergleich fiel auf, dass die TSHR- Mutation M453T in Jugendlichen mit somatischen 
TSHR- Mutationen (30,8% der Fälle) signifikant häufiger als in Erwachsenen auftritt (9,5% der 
TSHR-Mutationen; p=0,0006; Abbildung 2a). Auch wenn man Kinder mit sporadischer 
Keimbahnmutation in die Vergleichsgruppe mit einbezieht vermindert sich die Signifikanz nur 
geringfügig (p= 0,0026).  
Auch der durch die Mutation bedingte Austausch der Aminosäure Methionin zu Threonin ist in 
Jugendlichen signifikant häufiger als im erwachsenen Vergleichskollektiv (p= 0,0006; Abbildung 2b). 
Ein Basenaustausch von Thymin zu Cytosin bewirkt jedoch auch andere TSHR- Veränderungen außer 
die M453T- Mutation. 80% der Basenaustausche von Thymin zu Cytosin bei Jugendlichen und 
Kindern sind durch M453T- Mutationen allein verursacht, dennoch ist der Unterschied weiterhin hoch 
signifikant (p= 0,0012; Abbildung 2c). Innerhalb der Erwachsenen- Kohorte sind sogar nur 66% der 
Thymin zu Cytosin- Austausche dadurch bedingt, weil auch hier, wie bei den Jugendlichen, I568T- 
und F631L- Mutationen die gleiche Basenveränderung bewirken.  
Ebenfalls konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Erwachsenen und Heranwachsenden bei der 
TSHR- Mutation D633Y festgestellt werden (Abbildung 2). In diesem Fall war die Mutation ebenso 
bei Kindern deutlich häufiger anzutreffen (p= 0,02). Der zugehörige Basenaustausch fiel in der 
Signifikanz etwas geringer aus (p=0,032), da auch die Mutation V656F auf diesem Austausch basiert. 
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Abbildung 2 Vergleich von Kinder- und Erwachsenenpopulation 
 
Vergleich TSHR- Mutationen und Aminosäure- und Basenaustausche von somatischen Mutationen von Kindern bzw. 
Heranwachsenden (<25Jahre) und Erwachsenen in benignen heißen Schilddrüsenknoten  




Basierend auf der TSHR- Datenbank (http://www.tsh-receptor-mutation-database.org) und diesen Ergebnissen;  
** p<0.01, * p<0.05, graue Säulen – Heranwachsende; weiße Säulen – Erwachsene;  
nur Veränderungen die Kinder bzw. Heranwachsende und Erwachsene betreffen sind dargestellt 
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Ein Vergleich der malignen heißen Knoten von Kindern ist aufgrund der geringen Fallzahlen nicht 
möglich. Bei bisher nur 2 beschriebenen Karzinomen traten TSHR- Mutationen auf. Dabei handelt es 
sich um einen Fall von einer T632I- Mutation in dieser Studie und ein beschriebener Fall einer 
M453T- Mutation bei Mircescu et al. (100).  
Bei der Vergleichsuntersuchung von heißen Schilddrüsenknoten war ebenfalls eine signifikante 
Häufung der A632S- Mutation (p=0.00045) in malignen Veränderungen gegenüber allen benignen 
Knoten (Kinder- und Erwachsenenpopulation jeweils zusammengenommen) auffällig.  
  




Innerhalb der untersuchten Kohorte konnten in den 33 Patienten insgesamt 21 TSHR- Mutationen 
(inklusive 3 stille Mutationen) erfasst werden. Damit ergab sich insgesamt eine Inzidenz an TSHR- 
Veränderungen von 63,6%. Darunter waren 17 Aminosäureaustausche bei benignen Knoten 
(18 von 29; 62,1%), und eine Veränderung der Aminosäuresequenz in einem malignen Knoten. In den 
wenigen anderen publizierten Fällen von Kindern und Heranwachsenden (< 25Jahre) mit TSHR-
Mutationen (Tabelle 9 und Tabelle 10) war die Ermittlung von Inzidenzen aufgrund der geringen 
Fallzahlen nicht möglich. Zwar gibt es durchaus Studien, in welchen Fallzahlen von bis zu 5 
nachgewiesenen Basenaustauschen im TSHR- Gen (47) vorgestellt werden, jedoch wurde hierbei 
keine Kohortenanalyse durchgeführt, wodurch eine Inzidenz für Rezeptormutationen bei Kindern 
bisher nicht ermittelt werden konnte.  
Diese Studie stellt somit den ersten statistisch validen Bericht über Häufigkeiten von TSHR- 
Mutationen bei Kindern dar.  
 
Tabelle 9 Fälle von heißen benignen Schilddrüsenknoten in Kindern und Heranwachsenden (< 25 Jahre) 









     
Kopp et al.; 1997 
(101) 
1 Neugeborenes S281I  
Parma et al.; 1997 
(5) 
4 14 – 23y I486F,2x I568T,F631L Gsα negativ 
Gozu et al.; 2005 
(102) 
2 18 – 20y D633H, L629F Gsα und PKA negativ 
Gozu et al.; 2006 
(103) 
1 24y F631L 
TSHR D727E und Gsα 
negativ 
Kraemer et al.; 2009 
(104) 
1 3y M453T  
Nishihara et al.; 2009 
(105) 
3 22 – 23y 2x M453T, S281N Gsα negativ 
Schwab et al.;2009 
(47) 
5 9 – 16y 
T632I, S281I, I568F, 
D633Y, D633H 
Gsα: 1xQ227H 
Kohn et al.; 2009 
(106) 
1 9 Monate D633Y  
Sancak et al.; 2011 
(107) 
1 21y F631I 
TSHR D727E und Gsα 
negativ 
Nanba et al.; 2012 
(108) 
1 8y S281I  
Agretti et al.; 2013 
 (6) 
2 unbekannt I568F, M453T Gsα negativ 
Grob et al.; 2014 
(109) 
2 4 – 8y 2x D633H  
     
diese Studie 17 10 – 18y 
 
8x M453T,  
2x T632I,2x D633Y, 
S281I, I568T, D633H, 
V656F, A538T 
positiv 




RET/PTC1+3 und Gsα 
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Tabelle 10 Fälle von heißen malignen Schilddrüsenknoten in Kindern und Heranwachsenden (< 25 Jahre) mit 









     
Mircescu et al.; 2000 
(100) 
1 11y M453T  




BRAF, RAS (H-,N-, K-), 
RET1+3/PTC, 
TSHR D727E, Gsα  
 
Vergleicht man die Häufigkeiten jedoch mit denjenigen, die bei Erwachsenen erhoben werden 
konnten, so stellt man fest, dass sie sich durchaus im bisher üblichen Rahmen von 
Mutationshäufigkeiten (38-82%) (5, 38, 39, 41-46, 103) befinden. In adulten Populationen konnten 
Inzidenzen von 8-86% (59, 110) ermittelt werden. Jedoch wird hier eine Beeinflussung der Ergebnisse 
durch die gewählte Untersuchungsmethode und die vorherrschende Versorgung mit Jod angenommen, 
welche zu diesen starken Schwankungsbreiten führen (102). Es kann angenommen werden, dass auch 
bei juvenilen Patientengruppen ähnliche Einflussfaktoren eine Rolle spielen könnten.  
So werden sensitivere Methoden, wie zum Beispiel die Denaturierungsgradientengelelektrophorese 
(DGGE), mutmaßlich mehr Mutationen detektieren (111) und somit zu einer höheren Inzidenz führen. 
Die Verfahren PCR mit HRM und anschließendem Pyrosequenzing sollten in dieser Kombination mit 
einer sehr großen Sicherheit Mutationen detektieren können. Weiterhin ist entscheidend, ob die 
gesamte TSHR- DNA oder nur bestimmte Exons gezielt nach Mutationen gescannt worden sind. 
Durch eine vollständige Untersuchung des gesamten DNA- Abschnittes der TSHR- DNA wurde 
versucht, bei dieser Studie die falsch negativen Befunde möglichst auszuschließen.  
Jedoch ist aufgrund der starken Fragmentierung der DNA bei Paraffin- eingebetteten Material mit 
einem höheren Anteil an falsch negativen Proben (112) auch bei dieser Studie zu rechnen. Durch 
geringe Fallzahlen, kombiniert mit nicht konsekutiver Probensammlung, könnte ebenfalls ein nicht 
bestimmter Bias verursacht worden sein. Bei der vorliegenden Probenanzahl und der gewählten 
Probensammlung ist dennoch von einem annähernd realistischeren Abbild der Ist-Situation 
auszugehen. Auch beeinflusst die Art des Probenmaterials die Häufigkeit von TSHR- Mutationen. In 
einzelnen heißen Knoten wurden im Vergleich zu mehrknotigen Strumae (113) häufiger genetische 
Veränderungen gefunden.  
Bezüglich des Einflusses des Jodmangels gibt es kontroverse Ansichten. Laut einer Analyse von 
verschiedenen Jodversorgungsgebieten innerhalb eines Landes von Gozu et al. (103) konnte innerhalb 
der Untersuchungspopulation kein signifikanter Unterschied für die Häufung des Vorkommens von 
heißen Knoten in Jodmangelgebieten gefunden werden. Bei anderen vorausgegangenen 
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Untersuchungen, der zum Teil gleichen Patienten, konnte eine Häufung von diagnostizierten Knoten 
direkt nach Jodsubstitution gezeigt werden (11).  
Weitere Studien bestätigen die Beeinflussung durch das vorherrschende Jodangebot. So konnte in 
geografischen Regionen mit Jodmangel circa die Hälfte aller Fälle von Hyperthyreose auf ein 
autonomes Geschehen in der SD zurückgeführt werden (114). In der Schweiz, ein Gebiet der ehemals 
moderaten Jodmangelversorgung, erreichte man durch Jodsubstitution einen signifikanten Rückgang 
an autonomen Schilddrüsenerkrankungen (115). Ein Krankheitsbild, welches bei Gebieten mit guter 
Jodversorgung (z.B. Japan), nur noch einen geringen Anteil ausmacht (4). Von einem möglichen 
Einfluss der seit 1997 in Polen eingeführten Jodsubstitution ist demnach auszugehen.  
Die in dieser Studie untersuchten Gruppe von Kindern und Heranwachsenden wies als häufigste 
Mutation mit 8 von 17 TSHR- Mutations-positiven benignen Schilddrüsenknoten die M453T-
Veränderung auf. Diese Mutation wurde zuvor schon in vitro funktionell als konstitutiv aktivierende 
Mutation des TSHR charakterisiert, erwies sich jedoch mit einem Wert von 5,2 ± 0,8 bei der LRA 
lediglich mäßig erhöht aktiv (98, 116, 117). Die basale cAMP- Produktion ist um das 5- 7fache erhöht, 
jedoch ist eine Erhöhung des Inositolphosphates über wildtyp-übliche Werte nicht nachweisbar.  
Es werden hauptsächlich die Zellproliferation und Hormonsekretion über den Gs- Signalweg des 
TSHR gesteigert und weniger die Hormonsynthese und Iodinisation des Gq- Signalweges beeinflusst. 
Die Mutation ist nahe dem zytoplasmatischem Ende der zweiten Transmembranhelix des TSHR, 
welches von der Transmembranhelix 3 und 7 umgeben ist. Diese Stelle ist ein kritischer Punkt der 
cAMP- Aktivierung des G- Protein- gekoppelten Rezeptors (118). Für die M453T- Mutation sind 
bisher 40 Fälle (laut TSHR- Datenbank http://www.tsh-receptor-mutation-database.org) beschrieben 
wurden. Darunter sind sowohl 2 Fälle von sporadischer und 1 Fall von familiärer Keimbahnmutation, 
1 PTC und 36 autonome Adenome. Zusammen mit den in dieser Arbeit vorgestellten Fällen konnten 
bisher demnach 49 heiße Knoten mit der TSHR- Mutation M453T von unterschiedlicher Äthiologie 
erfasst werden (Tabelle 11). Leider lassen sich nach Recherche von bereits publizierten Fällen 
bezüglich klinischer Charakteristika keine Besonderheiten an Intensität oder Ausprägung feststellen. 
Es gibt sowohl klinisch sehr schwer verlaufende Fälle bei Neugeborenen (116) als auch deutlich 
mildere Verläufe in höheren Lebensaltern (105). Auch in anderen Veröffentlichungen konnte diese 
Veränderung, genau wie bei dieser Untersuchung, als häufige Mutation unter den TSHR- positiven 
Mutationen detektiert werden (Tabelle 11). Es ist jedoch anzunehmen, dass bei einem ohnehin ständig 
aktivierten Rezeptor durch eine dauerhafte TSH- Präsenz der Organismus solche Mutationen mit 
mäßig erhöhter Aktivität zu tolerieren in der Lage ist (119), wodurch eine höhere Frequenz dieser 
Mutation zustande kommt.  
Beim Vergleich von benignen Knoten mit TSHR- Mutation von Kindern und Heranwachsenden 
(<25 Jahre) mit Erwachsenen fiel in dieser Untersuchung gleichfalls auf, dass die M453T- Mutation in 
jüngeren Menschen signifikant häufiger ist als in Erwachsenen (p=0,0006).  
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Unklar bleibt jedoch die Ursache hierfür und bisher kann man nur annehmen, dass die Mutation 
andere, noch unbekannte, Signalwege beeinflusst und deshalb eventuell einen Selektionsvorteil 
aufweist. Auch der Fall mit einer gleichzeitigen NRAS- und M453T- Mutation weist keinen speziellen 
Phänotyp auf. Weitere Untersuchungen sollten mit Fällen von Kindern als Untersuchungsgruppe 
erfolgen, da scheinbar andere Mutationsmuster als bei Erwachsenen auftreten. Auch die signifikanten 
Ergebnisse der D633Y- Mutation, welche häufiger in Erwachsenen als in Kindern auftritt, würden 
diese Vermutung stützen. Dabei konnten in verschiedenen Studien dieser Region der sechsten 
Transmembran- Helix des TSHR als Hotspot mit besonders vielen bekannten Mutationen und als ein 
Ort der Interaktion des Rezeptors mit den G- Proteinen identifiziert werden (45, 103, 120-122).  
 













      






Parma et al.1997 
(5) 
1 59y AA Gsα - 
Duprez et al. 1997 
(123) 
1 58y AA - - 
Lavard et al. 1999 
(124) 




Mircescu et al.2000 
(100) 
1 11y Karzinom (PTC) - - 
Trulzsch et al. 2001 
(45) 
3 unbekannt AA Gsα 3 / 41 
Georgopoulos et al. 
2003 (39) 
1 21 –70y AA Gsα 1 / 11 
Vanvooren et al. 2002 
(46) 
1 unbekannt AA - 1 / 4 
Gozu et al. 2006 
(103) 
6 43 - 54y AA TSHR D727E  6 / 51 
Paloz-Paz et al. 2008 
(121) 
10 22–78y AA 
RAS- Gene 
(H-,K-,N- RAS), 
 Gsα, PKAR1A 
10 / 52 
Krämer et al. 2009 
(125) 
1 3y AA - - 
Nishihara et al. 2009 
(105) 
10 22 – 62y AA Gsα 10 / 22 








Lado-Abeal et al. 2010 
(10) 








8 12 - 18y AA 
RAS- Gene  
(H-,K-,N- RAS), 
Gsα, BRAF,  
TSHR D727E  
8 / 18 
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Bei dem Vergleich von benignen heißen Knoten aus Kinder- und Erwachsenenpopulationen wurde als 
Resultat der mehrfachen M453T- Mutation auch ein signifikant häufiger Austausch von Thymin zu 
Cytosin (T>C) festgestellt. Dies steht im Widerspruch zu den bisherigen Veröffentlichungen bei 
Erwachsenen, in welchen der zahlreichste Basenaustausch C>T ist und durch oxidativen Stress 
induziert wird (127, 128), da dieser die Mutagenese besonders in Schilddrüsenzellen maßgeblich 
triggert (129). Bei Kindern könnten demnach auch andere Ursachen als Auslöser der Mutationen in 
Betracht kommen, wie zum Beispiel radioaktive Strahlung.  
Die Häufung der A632S- Mutation in malignen heißen Knoten kann ebenfalls als Indiz für ein 
verändertes Mutationsmuster in Karzinomen der SD gedeutet werden. Funktionelle Daten der 
untersuchten Mutation liegen bisher nur für die basale cAMP-Konzentration vor. Sie zeigen eine 
0,5fache Konzentration der normalerweise vorkommenden cAMP- Konzentration, welche die 
phänotypisch auftretende Hyperthyreose jedoch nicht erklären kann. Phänotypische Auffälligkeiten 
sind bei der geringen Anzahl von malignen Tumoren (3 Fälle: 2 PTC und 1 FTC von Russo et al. 
(130)) nicht zu erkennen.  
Der TSHR- Polymorphismus D727E konnte bei den Patienten dieser Studie in 10 Fällen von 
gutartigen Schilddrüsenknoten festgestellt werden. Die Inzidenz betrug somit 34,5% bei den 
gutartigen Knoten und 30,3% der Veränderungen insgesamt. Dies liegt etwas über der in europäischen 
Erwachsenen (Kaukasier) beschriebenen Häufigkeit von 16,7% (131), ist aber am ehesten der geringen 
Fallzahl an Untersuchungspersonen der Studie geschuldet und nicht signifikant (p=0,098). Der 
Polymorphismus ist lokalisiert am Carboxyende des TSHR und wurde bereits als Ursache von nicht 
immunologischer Hyperthyreose diskutiert (132). Dabei gibt es aber durchaus widersprüchliche 
Ergebnisse und Studien, die eine mögliche Beteiligung in Frage stellen (131). In funktionellen Studien 
konnte bisher kein Nachweis einer erhöhten basalen cAMP- Konzentration gegenüber dem TSHR- 
Wildtyp gezeigt werden (38, 110, 133). Bei in vitro- modifizierten Doppelmutanten mit der TSHR-
Veränderung A593N konnte jedoch eine erhöhte konstitutive Rezeptoraktivität ermittelt werden, als 
bei den TSHR- Varianten allein (133). Man geht daher von einer möglichen Kombination von 
Rezeptorveränderungen aus, die sich aber nur im Zusammenspiel als mutmaßlich klinisch relevant 
erweisen (121). Um eine mögliche Beteiligung und Beeinträchtigung der Rezeptorfunktion 
nachzuweisen, sollten noch weitere Testreihen zur Funktionalität mit Doppelmutanten in den 5 Fällen 
der Studie von D727E- Polymorphismus und aktivierender TSHR- Mutation erfolgen.  
Die in dieser Studie erstmals detektierte Mutation A538T ist in der vierten transmembranen Domäne 
des TSHR lokalisiert. Bei den funktionellen Untersuchungen fiel auf, dass die basale Akkumulation 
von cAMP in beiden getesteten Zelllinien (HEKGT293 und COS-7) noch unter der beim wildtypischen 
Rezeptor gemessenen Konzentration lag, und somit keinen Anhaltspunkt für eine dauerhafte 
Aktivierung des Gsα- getriggerten Signalweges darstellt. Auch bei der Stimulation mit rhTSH waren 
nur wildtyp- ähnliche Konzentrationen im cAMP- Assay erreicht worden. 
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Im Gq- getriggerten Signalweg des TSHR ergab sich ebenfalls kein Hinweis auf eine kontinuierliche 
Aktivierung, da auch hier die basalen Werte nicht erhöht waren und die Stimulation mit TSH 
Messwerte unter denen des normalen TSHR aufwiesen. Der Patient (Nummer 15; Tabelle 2 und 
Tabelle 6) wies klinisch eine auffälligen Hyperthyreose auf. Ansonsten konnte aber mittels klinischer 
Parameter keine Abgrenzung zu anderen Patienten getroffen werden. Die in vivo erhobenen Daten 
konnten demzufolge in vitro nicht bestätigt werden. Dieses Phänomen wurde auch schon bei anderen 
Mutationen beobachtet (59;78). So wurden bereits 5 andere Mutationen (T620I; F666L; N670S; 
L677V; I691F) bei in vitro Bestimmungen als nicht konstitutiv aktiv beschrieben, obwohl 
phänotypisch eine Hyperthyreose vorlag. Zur genauen Aktivitätsbestimmung ist die Normierung der 
gemessenen Konzentrationen von cAMP oder IP auf die jeweilige Rezeptordichte nötig, da es sonst zu 
Verzerrungen der Ergebnisse kommen kann. In früheren Publikationen zeigte sich die LRA- Messung 
als bislang beste Messmethode der rezeptordichten- unabhängigen Aktivität (96). Bei der in dieser 
Studie detektierten Mutation betrug der LRA 0,4 in COS-7- Zellen und 0,6 in HEK- Zellen. 
Lüblinghoff et al. (117) konnten bei Untersuchungen von LRA- Werten von bekannten Mutationen 
bereits keine Korrelationen von klinischen Parametern und signifikante Zusammenhänge nachweisen, 
wie es auch in dieser Untersuchung der Fall zu sein scheint. Damit ist es unwahrscheinlich, dass die 
Veränderung A538T die Ursache der Hyperthyreose ist, da keine konstitutive Rezeptoraktivität 
nachgewiesen werden konnte. Es ist zu vermuten, dass hier ein anderer, bisher noch unbekannter, 
Mechanismus zugrunde liegt (z.B. Veränderungen in anderen G- Protein- Untereinheiten der 
Adenylatzyklase oder der Phosphodiesterase).  
Dies trifft mutmaßlich auch für die 16 Fälle dieser Untersuchung mit einer stillen oder keiner Mutation 
im TSHR zu. Dass bei 48,5% der Fälle die Ursache der Hyperthyreose bisher nicht feststeht liegt 
durchaus im Rahmen dessen, was in anderen Studien festgestellt wurde (30-40%; (38, 45, 103)). Es 
wird vermutet, dass die cAMP- Aktivierung nicht ausschließlich durch die transmembranösen und 
intrazellulären Bestandteile des TSHR erfolgt (5, 38). Auch könnten Mutationen weiter abwärts in der 
Signalkaskade oder Mutationen in anderen Signalkaskaden (z.B. Tyrosinkinase- Signale von Insulin- 
like- Growthfaktor-1 (IGF-1)) die Rezeptorfunktion beeinflussen (134).  
Die Testung weiterer Mutationen in bekannten beeinflussenden Signalkaskaden wie dem MAPK- Weg 
erbrachte eine NRAS- Mutation bei einem Patienten (Patient 4 in Tabelle 2 und Tabelle 6) mit einem 
follikulären Adenom unklarer Prognose. RAS- Mutationen werden mutmaßlich als „first hit“ in der 
Karzinomentstehung angesehen (135, 136), was in diesem Fall auch durchaus wahrscheinlich sein 
könnte, da die histologische Prognose unklar ist. Eine gleichzeitige TSHR- Mutation konnte schon in 
2 Fällen (137, 138) nachgewiesen werden, scheint aber von geringer klinischer Bedeutung zu sein, da 
bei den untersuchten Parametern kein spezieller Phänotyp auffällig ist und diese Mutation bei Kindern 
eher unüblich ist (64).  
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In dieser Studie konnte im MAPK- Signalweg eine weitere Mutation von PAX8/PPARγ (Patient 31 in 
Tabelle 2 und Tabelle 6) gefunden werden. Diese Veränderung von FTC ist mit 63% der Fälle (139) 
recht häufig und tritt jedoch, wie in diesem Beispiel auch, in follikulären Varianten des PTC mit einer 
Häufigkeit von 37,5% auf (71, 75-78). Man kann anhand der klinischen Parameter allein jedoch auch 
hier keine Rückschlüsse auf das Vorhandensein der Mutation ziehen.  
 
Datenbankvergleich 
Für die vorliegende Studie wurden 2 Mutations- Datenbanken zur Generierung einer möglichst 
umfassenden und vollständigen Fallsammlung herangezogen. Beide Systeme hatten dabei durchaus 
ihre Vor- wie Nachteile.  
Die COSMIC- Datenbank des Sanger Institutes legt ihr Hauptaugenmerk auf eine möglichst 
vollständige Sammlung aller in benignen und malignen Tumoren gefundenen genetischen 
Veränderungen des Menschen. Dabei werden verschiedene untersuchte Gene in unterschiedlichen 
Geweben erfasst und als Grafik, Tabelle oder als exportierbare Version bereitgestellt. Die Erfassung 
neuer Daten erfolgt über ein duales System. So werden sowohl aktuelle Publikationen in 
wissenschaftlichen Medien eingepflegt, als auch die Ergebnisse des Genom- weiten Screenings des 
Cancer Genom-Project erfasst. Dies erfolgt beides halbautomatisch, hat aber scheinbar einen höheren 
Ausschluss von Publikationen zur Folge, allein schon wegen der zu bewältigenden Datenmenge. So 
lässt sich für den TSHR feststellen, dass mehrere Publikationen nicht erfasst werden, welche aber zum 
Beispiel in der Leipziger Datenbank gelistet sind (Stand: 03/2015: ; Parma et al. 1997 (5); Sancak et 
al. 2011 (113); De Roux et al. 1996 (116); Arseven et al. 2000 (140)). Die COSMIC- Datenbank 
erfasst jedoch keine Fälle von familiären oder sporadischen Keimbahnmutationen. Man kann sich die 
Ergebnisse einer Suche nach allgemeinen Stichpunkten, konkreten Genen oder Phänotypen (z.B. 
histologische Diagnosen) darstellen lassen. Die Darstellung der Ergebnisse ist hierbei bestimmt von 
der genetischen Sequenzierung und zum Teil durch die Fülle an Verlinkungen zu anderen 
Quellenangaben sehr unübersichtlich. Dabei wird jede Version eines Genes als eigenständige 
Veränderung abgebildet, was aber gerade bei der Anzeige für Prävalenzen bezüglich des gesamten 
Gens für den Benutzer schwierig darstellbar ist. Dennoch ist gerade dadurch die Recherche nach 
zusätzlichen Angaben bezüglich der exakten Genveränderung und deren Funktion erleichtert. Es 
können auch andere getestete Gene, wie im Fall der vorliegenden Studie BRAF und RAS, mit erfasst 
und gelistet werden, falls sie in der gleichen Referenz untersucht wurden. Die grafische Aufarbeitung 
basiert im Wesentlichen auf einem Histogramm, das einen ersten Überblick zur genetischen 
Variabilität der umgebenden Region des Chromosoms ermöglicht und auf einer Darstellung der 
Aufteilung zu der Art der Veränderungen des Genes (Missens Mutation, Deletion, Insertion) beruht.  
Die Datenbank des Universitätsklinikums Leipzig ist dagegen spezialisiert auf die Darstellung einer 
Sammlung von TSHR- Mutationen. Es werden hier jegliche Veränderungen des Rezeptors sowohl in 
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klinisch hyper- wie in hypothyreoten Patienten als auch sporadische und familiäre 
Keimbahnmutationen den TSHR betreffend angezeigt. Anzeigen lassen kann sich der Benutzer nach 
selbstgewählten Such- und Sortierkriterien alle bisher untersuchten Rezeptorveränderungen. Die 
bisher erfassten 160 Mutationen werden mit funktionellen Symbolen zur besseren Übersichtlichkeit in 
einem Cartoon dargestellt, um deren genaue Lokalisation innerhalb der Konfirmation des Proteins 
aufzuzeigen. Prävalenzen sind hier für das komplette Gen, geordnet nach Lokalisation innerhalb des 
Gens, gemeinsam in einem neuen Reiter abgebildet. Dennoch ist eine Angabe der 
Gesamtmutationsfrequenz auch hier nicht zu ermitteln, da Mutationsnegative der jeweiligen 
Publikationen nicht immer benannt wurden. Als Besonderheit sind hier auch Keimbahnmutationen 
(familiäre und sporadische) mit gelistet und zur besseren Verständlichkeit mit allen Angaben zu 
Stammbäumen und Erbgang grafisch dargestellt. Die funktionellen Daten der jeweiligen Mutation mit 
ihren Referenzen sind bei dieser Datenbank gleichfalls erfasst worden und ermöglichen eine 
umfassende Information über den in vivo- und in vitro- Phänotyp der Veränderung. Leider werden in 
dieser Datenbank keine anderen parallel untersuchten Gene erfasst. Wünschenswert wäre zum 
Beispiel, dass der noch fragwürdig relevante TSHR- Polymorphismus D727E, andere, für die 
Tumorgenese mit verantwortlichen Gene, wie BRAF, PAX/PPARγ; oder auch stumme Mutationen 
erfasst werden, wenn sie in den jeweiligen Publikationen mit untersucht wurden.  
Beide Datenbanken haben daher für bestimmte Recherchen ihre spezifischen Vorteile. Sucht man nach 
laborchemischen, molekulargenetischen Gesichtspunkten einer TSHR- Mutation oder nach anderen 
Genen sollte man die COSMIC- Datenbank nutzen. Legt man jedoch Wert auf eine möglichst 
vollständige Zusammenfassung aller bisher veröffentlichten Fälle an TSHR- Veränderungen mit 
funktionellen Daten, so sollte man auch in Hinblick auf die klinische Darstellung, die TSHR-
Datenbank des Universitätsklinikums Leipzig bevorzugen.  
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In dieser Arbeit erfolgte die erste Mutationsanalyse von szintigrafisch heißen Schilddrüsenknoten 
(HTNs) einer größeren Population von Kindern und Heranwachsenden (unter 25 Jahren).  
Dazu wurden 33 konsekutive Proben von Kindern und Heranwachsenden (29 benigne und 4 maligne 
HTNs) auf Mutationen im Thyreotropinrezeptor (TSHR) oder im Gsα- Protein untersucht. Auch 
bereits bekannte Gene der Tumorgenese, wie die RAS- Gene (H-, N-, K-RAS), BRAF und 
chromosomale Umlagerungen (PAX8/PPARγ, RET/PTC1 und RET/PTC3), wurden mit erfasst.  
In 17 der 29 benignen HTNs (59%) konnte eine TSHR- Mutation nachgewiesen werden. Dabei war 
die M453T- Mutation mit 47% aller TSHR- Mutations- positiven Proben die Häufigste.  
Unter den anderen 7 TSHR- Mutationen konnten die T632I und D633Y jeweils in 2 Fällen 
nachgewiesen werden. Alle anderen detektierten Veränderungen traten nur einmal auf. Darunter ist 
auch eine erstmal nachgewiesene TSHR- Mutation A538T. Weiterhin wurde eine NRAS- Mutation 
innerhalb eines benignen HTNs mit einer M453T- Mutation detektiert. In einem malignen HTN 
konnte ebenfalls ein PAX8/PPARγ- Rearrangement aufgezeigt werden. In einem papillären Karzinom 
wurde zusätzlich im TSHR- Gen eine T632I- Veränderung identifiziert. 
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Durch einen Vergleich mit anderen bereits publizierten Fällen fiel auf, dass die M453T- Mutation in 
Kindern signifikant häufiger ist. Auch eine signifikante Häufung von D633Y- Mutationen war 
erkennbar, fiel jedoch deutlich schwächer aus. Die jeweiligen zugrundeliegenden Basenaustausche 
waren in gleicher Weise signifikant verändert.  
 
Fazit 
Es konnte gezeigt werden, dass bei Kindern mutmaßlich ein anderes Mutationsmuster als bei 
Erwachsenen auftritt, was die Vermutung nahe legt, dass hier unterschiedliche Einflussgrößen bei der 
Genese der heißen Schilddrüsenknoten eine Rolle spielen könnten. 
Eine neue Mutation des TSHR und erstmals auch eine Angabe zur Häufigkeit für TSHR- Mutationen 
in Kindern wurde hiermit beschrieben.  
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